Studies on the mechanism of astrocyte-neuron interactions and ER stress in Alzheimers disease pathogenesis by 정은선
 
 
저 시-비 리- 경 지 2.0 한민  
는 아래  조건  르는 경 에 한하여 게 
l  저 물  복제, 포, 전송, 전시, 공연  송할 수 습니다.  
다 과 같  조건  라야 합니다: 
l 하는,  저 물  나 포  경 ,  저 물에 적 된 허락조건
 명확하게 나타내어야 합니다.  
l 저 터  허가를 면 러한 조건들  적 되지 않습니다.  
저 에 른  리는  내 에 하여 향  지 않습니다. 




저 시. 하는 원저 를 시하여야 합니다. 
비 리. 하는  저 물  리 목적  할 수 없습니다. 
경 지. 하는  저 물  개 , 형 또는 가공할 수 없습니다. 
 
 
이 사 논  
 
상 포-신경 포간  상 작용과 
소포체 스트 스가 알 이 병  
병인 에 미 는 향 연구 
 
Studies on the mechanism of 
astrocyte-neuron interactions and ER 
stress in Alzheimer’s disease 
pathogenesis 
 
2014  8 월 
 
울  자연과 원 
공  동과  공 
    
i 
 
상 포-신경 포간  상 작용과 
소포체 스트 스가 알 이 병  
병인 에 미 는 향 연구 
 
지도     인  희 
이 논  이 사 논  출함 
2014  08 월  
울  자연과 원 
공  동과  공 
     
 
 이 사 논  인 함  
2014  08 월  
 원 장                 (인) 
부 원장    (인) 
    원    (인) 
    원    (인) 
    원    (인) 
ii 
 
Studies on the mechanism of 
astrocyte-neuron interactions and ER 




Interdisciplinary Graduate Program  
in Genetic Engineering  
In Seoul National University  






Professor                    Chairman 
Professor                    Vice chairman 
Professor                     
Professor                     
Professor                     
iii 
 
     
 
  미 아 포  재   상 포는 알 이 병 
(Alzheimer’s disease, AD)  병리  특징  나인 
노인  (senile plaque) 주변에  공통  견 다. 
상 포는 주변에 존재 는 신경 포  상 작용 면  ATP를 
포함  여러 가지 신경아  달 질  분 다고 알  있지만 
어떻게 신경 포  를 조 는지에   과 
병인과  연  잘 알  있지 않다. 본 연구에 는 
알 이 병에  신경아  달 질  나인 ATP  분 변  
ATP가 신경 포에 어떻게 향  주고 그  인해 시냅스 가소 이 
조 는지에 해 인 고자 다. 그  불어 신경아  
달 질  분  시냅스 에 주요  역  담당 는 칼슘이 
알 이 병에  소포체 스트 스를 도 다는 것이 알  있  
에 소포체 스트 스가 알 이 병  원인 단 질인 베타 
아 이드 (Aβ)  구 단 질  알 진 APP에 어떠  향  
주는지 규명해 보고자 다.  알 이 병  원인 독  
단 질인 Aβ에 해 신경아  달 질인 ATP  분 가  
양  상 포에  증가 는 것  인 다.  이 게 
분  ATP가 놀랍게도 Aβ처리에 해  해  시냅스 
가소 과  이 있는 시냅스 신 달  구조   
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단 질들  , Field EPSPs (Field excitatory postsynaptic 
potentials; fEPSPs), 신경 포  상돌 가시 (dendritic spine) 
도에 해  purinergic 용체를 통해 보 는 효과를 
나타냄   양  해마 신경 포에  규명 다. Aβ는  
포 내 칼슘 항상  해 다고 알  있고 이런 칼슘 
스트 스를 롯 여 여러 종  소포체 스트 스를 도했   
APP가 ubiquitin-proteasome system  통해 격 게 분해  
인 다. 그리고 알 이 병에 처럼 proteasome 이 
망가  있는 상황에 는 APP가 소포체 스트 스를 았   
소포체에 상  축 는 것  찰 다. 라  
상 포  신경 포 사이  상 작용과 신경아  달 질  
분   포 내 스트 스 상황에  proteasome   
조 다면 알 이 병  료를  약  개  새 운 
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도   약어 목  
3MA : 3-methyladenine 
aCSF : artificial cerebrospinal fluid  
Aβ : amyloid beta peptide 
AD : Alzheimer’s disease 
AMC : 7-amino-4-methylcoumarin 
APP : amyloid precursor protein 
ATPγS : adenosine 5’-[γ-thio] triphosphate 
Baf : Bafilomycin 
BACE : beta site APP-cleavage enzyme 
DMEM : Dulbesco’s modifiec Eagle’s medium 
EC50 : half maximal effective concentration 
ECL : Enhanced chemiluminescence 
ER : endoplasmic reticulum 
ERAD : ER-associated degradation  
fEPSPs : Field excitatory postsynaptic potentials 
FBS : fetal bovine serum 
HBSS : Hank’s Balanced Salt Solution 
HRP : horse radish peroxidase 
LTP : Long-term potentiation 
NFT : neurofibrillary tangle  
PFA : paraformaldehyde 
PPADS : pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2, 4’-disulphonic acid 
sAPPα: soluble APP-alpha 
TBS : theta burst stimulation 
UPR : unfolded protein response,  
UPS : ubiquitin-proteasome system 
Veh : vehicle  
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알 이 병 (Alzheimer’s disease; AD)  장 간에 걸  
시냅스  신경 포  능   사멸에 인 는 인 
퇴행  신경질  매 자  50~60%가 이에 해당 다. 
임상 인 특징 는 억과 단, 언어능  등과 같  지  능  
진 인 감퇴  일상생 능 , 인격, 행동양상 장애 등이 알  
있다.   달과 불어 근 평균 명이 증가 에 라  
부분  노인 에  병 게 는 특징과 맞  알 이 병  
앓고 있는 자 는 계속  증가 고 있는 추 이다 (1). 
알 이 병  가장 인 병리  특징  상  
과다생 과 불충분  거  포 에 베타 아 이드 (amyloid 
beta peptide; Aβ)가 축 어 나타나는 노인  (senile 
plaque)과 포 내 tau 단 질  과인산  인  신경  덩어리 
(neurofibrillary tangle; NFT)가 있다 (2). Aβ는 베타-
시크리 아  (β-secretase, BACE1)  감마-시크리 아  (γ-
secretase complex)에 해 아 이드 구 단 질 (amyloid 
precursor protein; APP)이 차  잘리면  생 다 
(3)(그림 1).  
 
Part 1. 신경아  달 질인 ATP가 Aβ에  시냅스 
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가소  변 에 미 는 향 연구 
알 이 병  주요 병리  특징인 노인  주변에 는 
 미 아 포  재   상 포, 그리고 퇴행  
신경 포들이 찰 다고 보고 었다 (4, 5). 상 포는 
추신경계를 구 는 포 에  가장 많   존재는 
주요  신경 포   종 이다 (6). 상 포는 주변에 
존재 는 신경 포, 뇌 포 그리고 다른 신경 포들  요  
트  포  신경 포  구조  사를 돕는 능뿐만 아니라 
뇌에  신경  조  주도    있다. 상 포  
주요 능  나는 신경 포  시냅스 간극에  신경 달 질 
는 신경아  달 질들  거나 분 는 것이다 (그림 2) 
(7). 신경아  달 질  신경 포 부  분 는 질  
상 포는 직  glutamate, D-serine, ATP  같  
신경아  달 질들  분 여 신경 포  용체를   
 있다 (8). 상 포에  분 는 glutamate는 신경 포  
분 에 많  효과를 가함이 알  있는 면에 D-serine  
NMDA 용체가 매개 는 시냅스 가소  조 에 여 다는 
보고가 있다 (그림 3) (9, 10). 그리고 상 포 부  분  
ATP는 요  포  신 달 질이면  직  는 
사산 인 adenosine  통해 시냅스 달  조 는 purinergic 
용체  내  리간드  작용 다고 알  있다 (그림 3) (11, 
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12). 상 포 래 ATP는 시냅스 후 purinergic 용체  
 통해  mEPSCs (miniature EPSPs)  진폭  증가시키는 
면에  편 는 해마부 에  GABAergic 뉴런이 매개 는 
이종 시냅스 에 여 다는 보고가 있다 (13, 14). 이는 
상 포가 여러 종  상아  달 질  분 여 신경 
를 여러 법  조    있  것  상   있고 
상아  달 질   신경 포 는 시냅스에 라  다른 
역    있  것  사료 다.  
  상 포는 알 이 병 모델 마우스 뇌  Aβ가 
축 어있는 노인  주변에  견 고 이는 상 포  
노인  사이에 요  상 작용이 존재 다는 것  미 다 (15, 
16). 그러나 상아  달 질, 그 에 도 ATP가 
알 이 병  병인 에 어떤 향  미 는 지에 해 는 
명 게 지지 않았다. 라  본 연구에 는 ATP가 시냅스 
에 향  미 는 지에 해  알아보고자 다.  
본 연구에 는 Aβ   있는 시냅스 변 가 상아  
달 질인 ATP에 해  보 다는 것  인 다. 
구체  살펴보면, Aβ1-42 에 해 도  시냅스 단 질들  
양, 상돌 가시 (dendritic spine)  도 그리고 장  상승 작용 
(Long-term potentiation; LTP)  포함  시냅스 가소  해  
변 가 ATP에 해 복구 는 것  실험  증명 다.  
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나아가 본 연구에 는 ATP  이  같  보 인 역 이 P2 
purinergic 용체 신 달 경 를 통해  매개  추가  
인 다. 이 같  여러가지 결과들  종합해 보았   상아  
달 질  나인 ATP가 신경독  는 Aβ가 원인이 는 
여러 시냅스 능 장애들에 여 보 인 역  다는 것  
규명 다. 라  상아  달 질인 ATP를 통  
상 포  신경 포 사이  상 작용이 시냅스 조 에 매우 









(Vingtdeux et al. Front. Physiol., 05 July 2012) 
 





(Acta Neuropathol (2010) 119:7–35)  
 




(Philip G. Haydon et al, Physiological Reviews, 1 July 2006) 
 
그림 3. 상아 포 부  래  신 에  시냅스 과 




Part 2. 소포체 스트 스가 베타 아 이드 구 단 질  
조 는  연구 
칼슘  뇌에  일어나는 다양  일들에 해  매우 요  역  
다는 것  잘 알  있다. 이런 칼슘이 알 이 병 자  
뇌에  보이는 퇴행  신경 포에  그 양이 증가 어 있다는 
보고가 있다 (17). 베타 아 이드 구 단 질 (amyloid 
precursor protein; APP)  내재 막 단 질  알 이 병  
병인 에 요  역  다. 여러 보고들  통해  칼슘 
항상  불균 이 APP 사과 에 향  다는 것이 
알 있다 (18, 19). 이런 칼슘과 APP 사과 간  요 에도 
불구 고 이   부 인 작  많이 알  있지 않다.  
퀴틴- 아좀 시스  (ubiquitin-proteasome system; 
UPS)는 진핵 포에  단 질    포 내  주요  
경 이면  (20) 알 이 병 뿐만 아니라 헌 병, 킨슨병, 
리 병 그리고 루게릭병  포함  여러 종  퇴행  
신경질 과도  이 있다는 것이 보고를 통해 알 진  
있다 (그림 4) (21). 근 규명  증거들  상 인 단 질 
힘과 집이 다양  퇴행  신경질  공통 인 원인인 것과 
동시에 병리 인 변 를 보인다고 시 고 있다. 퀴틴  
알 이 병   가지 주요 병리  특징인 노인 과 
신경  덩어리 모 에  축 어 있 이 보고 었다 (22, 23). 
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몇몇 연구자들  아좀 이 알 이 병 자 뇌에  
변질 어있  인 고 이 결과를 통해  아좀 
시스  상 인 조 이 알 이 병  생에 게 
계 어 있  시 다 (24, 25). 퀴틴- 아좀 
시스  (UPS)   소포체 스트 스에 해 매개 는 잘못 
진 단 질들  분해에 매우 요  역  다 (26). 이  
같  상 인 소포체 단 질들  증가는 매우 신속히 ‘ 히지 
않  단 질 ’ (unfolded protein response, UPR)과 소포체 
연  단 분해 과  (ER-associated degradation; ERAD)  
시킨다고 알  있다 (27, 28) (그림 5). 상 인 칼슘 
항상  소포체 스트 스  능 를 도 는 요인  
나이다 (29).  
APP 는 소포체에  만들어 진 뒤 분  경 를 통해  원 질막  
이동  뒤 알 -시크리 아 에 해 잘 지면  신경보 질  
가진 sAPPα (soluble APP-alpha)를 는 면, 신경독  
는 Aβ는 소포체  골지/후 골지망에  베타-시크리 아  
감마-시크리 아  차 인 단에 해  생 다 (30, 31). 
그러므  APP  사과 과 포 내 에  연구는 
알 이 병  병인  히는데 있어  요 다. 근  
연구들  상 인 칼슘 항상  포함  소포체 스트 스가 
APP  사과 에 향  미  뿐만 아니라 알 이 병  
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심 인 병리  상임  시사 다 (32). 그 지만 소포체 
스트 스 상황에  APP 사과 과 UPS 경  사이  계는 
진 가 미 다. 본 연구에 는 이러  상 인 포 내 
칼슘 양  증가  같  소포체 스트 스 상황에  APP 가 APP  
퀴틴 를 조 는 효소  상 작용에 해 UPS 를 통 여 







Neuron, Vol. 40, 427–446, October 9, 2003 
 







Kidney International (2010) 77, 187–193 
 




실험 재료  법 
 
Part 1. 신경아  달 질인 ATP 가 Aβ에  시냅스 
가소  변 에 미 는 향 연구 
1. 실험에 이용  실험동  
Primary hippocampal neuronal culture를 해  암컷 Sprague-
Dawley rats (KOATECH, Korea)  18일  아 (embryos; 
E18)  임신  ICR mice 부  출생  날 (postnatal day 1; 
P1)  새끼 를 이용 여 primary hippocampal neuronal 
culture  astrocyte culture를 다.   field EPSPs 
(fEPSPs)를  여 3~4개월  컷 C57BL/6 mice를 
사용 다.  
 
2. 포주 (Cell lines)  포 양 
포는 human astrocyte 포주인 U373  사용 고 0.1 mg/ml 
penicillin/streptomycin (P/S; Sigma, MO, USA)과 10% fetal 
bovine serum (FBS; Hyclone, UT, USA)이 포함  Dulbesco’s 
modifiec Eagle’s medium (DMEM; Hyclone, UT, USA)에  
37℃, 5% CO2 조건에  양 다. P1  ICR mice  
hippocampus  cortex 부분  분리 여 잘게 자른 다  Hank’s 
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Balanced Salt Solution (HBSS; WelGENE, Korea)에  후 
0.5% trypsin (2.5% trypsin; Sigma, MO, USA)  나  
포  분리시키는 과  거 다. 분리  포는 포 를  
후에 poly-D-lysine (Sigma, MO, USA)  해  plate에 
아 다. Astrocyte culture는 cortex 부  분리  포를 U373 
포  동일  조건에  양 고 hippocampal neuron  
0.1mg/ml PS, L-glutamine (0.5 mM), B27 (Invitrogen, 
California, USA)이 포함  neurobasal medium (Invitrogen, 
California, USA)에  양 다. 
 
3. 시약  시약처리 
ATP, adenosine 5’-[γ-thio] triphosphate (ATPγS), PPADS 
(pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2, 4’-disulphonic acid; a 
P2X purinergic receptor antagonist)는 Sigma에  구입 고 
Aβ1-42는 American Peptide (Sunnyvale, CA, USA)에  
구입 다. Aβ1-42는 U373 포  astrocyte에 각각 2 는 10, 
2 는 4 μM 농도  3시간 처리 고 primary hippocampal 
neuron에는 2 μM  48시간 동안 처리 다. ATP  ATPγS 
그리고 PPADS는 Aβ1-42 처리 30분 에 미리 처리 다. 
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Primary neuron에 시약  처리  에는 존 양 미 어   
거 고 새 양 미 어 에 종 처리 농도  시약  희  
다  추가 는 법  사용 다. 
 
4. 생리 
(본 실험  포항공  훈 님 실험실에  진행 다) 
Field EPSPs (fEPSPs)를 3~4개월  컷 C57BL/6 부  
얻  해마 편 (400 μm 께)에  다. 해마 조직  
37℃ 산소   (95% O2, 5% CO2) 인공  뇌척 액 (artificial 
cerebrospinal fluid ; aCSF)에  1시간 이상 고 계속해  산소  
 aCSF를 시 주었다. fEPSPs는 해마  CA1  striatum 
radiatum 부 에  microelectrode를 이용 여 다. LTP는 
5번  0.1Hz  theta burst stimulation (TBS)  도 다. 
데이 는 Axopatch 200A amplifer  Digidata 1200 (Axon 
Instrument)를 통해  얻었다.  
 
5. Western Blot 
단 질 양   해 시약 처리가 난 포에 RIPA 
buffer를 이용 여  단 질  추출 고 BCA 법  량 
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다. 량 후 20~30 μg  단 질  8% SDS-PAGE gel에 
동 고 PVDF membrane (millipore, MA, USA)에 4℃에  
90분간 transfer  후 1시간 동안 5% skim milk  실 에  
blocking 다. 이 후 보고자 는 단 질에 특이 인 1차 
항체를 4℃에  루 동안  시킨 후 horse radish peroxidase 
(HRP)가 결합  2차 항체를 상 에  1시간 동안 처리 다. 
단 질에 결합  항체는 Enhanced chemiluminescence (ECL) 
solution (GE Healthcare)  이용 여 LAS-3000 (Fugi photo 
Film, Japan)  분 다. 사용  1차 항체는 다 과 같다.  
Anti-NMDAR2A antibody (1:2000; Millipore, MA, USA), anti-
NMDAR1 antibody (1:2000; Cell Signaling Technology, MA, 
USA), anti-PSD-95 antibody (1:2000; Abcam), anti-β-actin 
(1:2000; Sigma-Aldrich, MO, USA), and anti-tubulin antibody 
(1:2000; Applied Biological Materials). 
 
6. ATP  
U373 포  astrocyte에  분 는 ATP를  해 ATP 
determination kit (A22066; Invitrogen)를 사용 다. 
Luciferase가 substrate인 luciferin  자르  해 ATP가 
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사용 는 원리를 이용 여 ATP를 는 법  시약 처리가 
난 후 양  포  지 100 ㎕를 kit에  공 는 용액과 
시킨 다  luminometer (Infinite M200, Tecan)  
분 다. 
 
7. Phalloidin 염색 
신경 포  상돌 가시 (dendritic spine)  도 도를 
인  해  phalloidin  염색 다. 시약 처리 후 PBS  
 번 척 고 4% paraformaldehyde (PFA)  실 에  10분간 
고  뒤 0.1% Trioton X-100  3~5분간 실 에  
permeabilization시킨다. 그 다  PBS  다시 척 고  
는 Alexa Fluor 488-phalloidin fluorescent Phallotoxin 
(Invitrogen)  상 에  20분간 염색 다. 염색  포는 
공  이  미경 (LSCM; Olympus Fluoview 300)  
분 다. 
  
8. 상돌 가시 (Dendritic Spine) 도   분  
공  이  미경  찍  신경 포  Phalloidin 염색 
사진에  신경 포  상돌  부  일  이 내에 존재 는 
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spine  개 를 어 평균값  계산 여 조군과 실험군  차이를 
다.   
 
9. 통계처리 
모든 결과는 mean ± SEM 값  나타내었다. 모든 통계  
분  GraphPad Prizm 5를 사용 고 그룹 간 는 one-way 
ANOVA  Tukey’s multiple-comparisons test를 이용 여 
분 다. 통계 인  분  p값이 0.05 이  일 경우 




Part 2. 소포체 스트 스가 베타 아 이드 구 단 질  
조 는  연구 
1. 포주 (Cell lines)  포 양 
포는 CHO, 7w-PSML, HEK293 포주를 사용 고 0.1 
mg/ml penicillin/streptomycin (P/S; Sigma, MO, USA)과 10% 
fetal bovine serum (FBS; Hyclone, UT, USA)이 포함  
Dulbesco’s modifiec Eagle’s medium (DMEM; Hyclone, UT, 
USA)에  37℃, 5% CO2 조건에  양 다. 7w-PSML 포는 
wild type APP  mutant PS (M146L)이 과  어있는 CHO 
포  UC San Diego  David Kang 부  공 았다.  
 
2. 시약  시약 처리 
A23187, thapsigargin, tunicamycin, MG132, lactacystin, 
bafilomycin, NH4Cl, 3-methyladenine (3MA)는 sigma 부
 구입 다. A23187, thapsigagin, tunicamycin  12시간
동안 처리 고 MG132, lactacytin, bafilomycin, NH4Cl, 
3MA는 다른 시약 처리 30분 에 미리 처리 다.  
 
3. Western Blot 
실험  법  Part 1  것과 동일 고 사용  1차 항체는 다 과 
같다.  
APP  sAPPα를 인  해  각각 Anti-22C11 antibody 
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(Millipore), anti-6E10 antibody (Signet)를 사용 다. 그 
이외에 anti-sAPPβ antibody (Covance), anti-HA antibody 
(Cell signaling), anti-USP25 antibody (Santa Cruz), anti-HRD1 
antibody (Abgent), anti-Calnexin antibody (Enzo), anti-β-
actin antibody 그리고 anti-tubulin antibody (Sigma-Aldrich)를 
사용 다. 
 
4. 포 생존도  
포 생존도는 MTT 분  통해  다. 시약 처리가 난 
96well plate에 2.5 μg/mL MTT가 포함  phenol red가 
없는 양액 50 ㎕  꾸어  뒤 37℃에  2시간 동안 
양 다. 이 후 140 ㎕  isopropanol  첨가 여 37℃에  
30분간 양 고 실 에  30분간  뒤 plate reader 
(POWER-XS; Bio-TEK)를 이용 여 540nm에  도를 
여 분 다. 
 
5. Transfection 
CHO 포는 60 mm 양 시에  24시간 동안 키운 다  
lipofectamin LTX (Invitrogen)를 이용 여 HA-ubiquitin cDNA 
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벡 를 transfection 다. Opti-MEM (Invitrogen)에  
cDNA  transfection 용액  상 에  30분간 합  뒤 Opti-
mem  양액  갈아  CHO 포에 첨가 다. 이 후 4시간 
지난 다  serum이 포함  양액  존 양액 양만큼 첨가 고 
다시 2시간 뒤에는 원래 포 양액  꿔 다.  
 
6. 면역침강법 (Immunoprecipitaion) 
Ubiquitination이  APP를 인  해 면역침강법  이용
다. 시약 처리가 난 포를 1% CHAPS buffer  단 질  추출
 다  BCA  량 여 400 μg  단 질과 Flag antibody  
함께 4℃에  루 동안 시킨 후 protein A/G bead를 첨가
여 4℃에   시간 동안 추가  시킨다. 원심 분리 여 
protein A/G bead를 가라앉힌 다  bead만 남 고 조심스럽게 상
액  버리고 4~5회 1% CHAPS  척 고 2xSB를  후 
인 다  western blot  행 다.  
 
7. 면역 포염색 (Immunocytochemistry) 
CHO 포를 염색용 plate에  키운 후 시약 처리 고 PBS  척 
 후, 4% PFA  실 에  20분간 고 다. 그리고 0.1% Triton 
X-100  permeabilization 고 5% BSA가 들어간 PBST  
blocking 다. 이 후 1차 항체  함께 4℃에  overnight 고 
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척  다  Alexa-fluorescent가 붙  2차 항체를 실 에   시
간 동안 시 다. 다  척 고 4-6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI)  핵  염색 고, 공  미경  분
다.  
 
8. 20S proteasome   
20S proteasome 는 20S proteasome activity assay kit 
(APT280, Millipore)  사용 를 참고 여 다. 간략 게, 
Proteasome에 해 kit에 공 는 질인 LLVY-AMC가  
뛰는 7-amino-4-methylcoumarin (AMC)잘 지게 면 그 
 는 원리이다.  Protein sample (20 μM)  37°C에  
proteasome substrate, LLVY-AMC,  시킨 이후 
fluorometer (POWER-XS; BIO-TEK)를 이용 여 360/460nm 
에  도를 다.  
 
9. Aβ ELISA 
7w-PSML 포  양  양액 부  분  Aβ40과 Aβ42
 양  sandwich ELISA kit (Human Aβ immunoassay kit ; 
IBL)를 사용 여 다. 시약 처리가 난 후 양  양액
 거  뒤 1500g  5분간 4℃에  원심분리 여 포 찌꺼 들
 거 고 100㎕를 에 사용 다. 이 난 뒤에 ELISA 
plate reader (POWER-XS; Bio-TEK)를 이용 여 450nm에  
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도를 여 분 다.  
 
10. RNA 분리  Real-time PCR 
HEK293 포 부  체 RNA  분리는 Qiagen RNeasy kit 
(Qiagen)  이용 다. 분리  RNA는 량  후 동일 양 (2 μ
g)  Maxtime RT Premix_Oligo dT primer kit (intron 
biotechnology, Seoul, Korea)를 사용 여 역 사  다  cDNA
 변 다. 변  cDNA는 mRNA  양  인  해  
ABI stepone 2.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)  
이용 여 Real-Time PCR  행 다. Real-time PCR에 사용
 primer는 APP (forward : GCAGTGAGAAGAGTACCAAC / 
reverse : ACCTCATCACCATCCTCATC), actin (forward : 
AGCCTCGCCTTTGCCGA / reverse : CTGGTGCCTGGGGCG)이
다. Actin gene  endogenous 조군  RNA  양  
는데 사용 다.  
 
11. 통계처리 
모든 결과는 mean ± SEM 값  나타내었다. 모든 통계  분
 GraphPad Prizm 5를 사용 고 그룹 간 는 one-way 
ANOVA  Tukey’s multiple-comparisons test를 이용 여 분
다. 통계 인  분  p값이 0.05 이  일 경우 통계
 미 다고 다. 
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결   과 
 
Part 1. 신경아  달 질인 ATP가 Aβ에  
시냅스 가소  변 에 미 는 향 연구 
 
1. primary astroctye  U373 cell line에  Aβ42에  
ATP 분  증가  
상 포에  자연히 생 는 칼슘 진동  상아  달 질인 
glutamate  분 를 도 다는 것이 알  있고 Aβ  
양  상 포  칼슘 신 달  동  해 다는 보고가 
  있다 (33, 34). 라 , Aβ42 처리가 1차 양  
상 포  상 포 포주인 U373 포에  ATP  분 에 
향  주는지 인해 본 결과, U373 포  1차 양 
상 포에  모  Aβ42 처리 시 분 는 ATP  양이 
증가 는 것  인 다 (그림 6A,B). 이를 통해 Aβ42에 해 
 상 포 부  상아  달 질인 ATP  분 가 
증가 다는 것  규명 다. 
 




상돌  도는 시냅스 가소 , 습 그리고 억과  
이 있  에 (35) 1차 양 해마 신경 포에  상돌  
도에  ATP  효과를 알아보았다. 이  보고에  다양  
포주  조직에  포  ATP  양이 nM에  μM 지 
다는 것이 알 진  있다 (36).  ATP  효과 인  
농도 (EC50 ; half maximal effective concentration)가 10μM ~ 
100μM  보고   있어 본 실험에 는 10μM  ATP를 처리해 
주었다 (37-39). 양  해마 신경 포에 Aβ42 (2μM)를 
48시간 동안 처리  뒤 상돌 를 찰  해 phalloidin  
염색  뒤 분   결과, Aβ42에 해  상돌  도가 
군과 했   격히 감소 는 것  인 다 (그림 7). 
면 미롭게도 ATP (10 μM)를 Aβ42 처리  30분 에 
처리해  그룹에 는 Aβ42에 해 감소 었  상돌  도가 
군  회복 는 것  찰 다. 이를 통해  ATP가 
Aβ42에  상돌  도 감소에  보 인 효과를 보임  
알  있었다.  
 
3. Aβ42에 해 도  장  상승 작용 (Long-term 
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potentiation; LTP) 감소에  ATP  회복 효과 
LTP  상돌  도는 시냅스 가소 과  있다는 것이 알  
있다 (40-42). 이  연구들에  합  Aβ  처리가 in vitro  
in vivo 경에  해마  LTP를 해 다는 것이 보고 었다 (43, 
44).  ATP가 Aβ42에 해 도  LTP 해에 해  보 인 
효과를 보이는지 알아보  해 해마 편  이용 여 Aβ42 (200 
nM)를 처리 여 LTP를 다. 해마 편에 TBS (theta 
burst stimulation)  LTP를 도   Aβ42가 처리  
조건에 는 이  보고  동일 게 LTP가 크게  것  
인 다 (그림 8). 그러나 Aβ42  ATP를 함께 처리해 주었  
경우에는 Aβ42에  LTP감소를   있었고, 이  
군  LTP가 회복 는 것  인 다. 라  이 
결과를 통해  ATP가 Aβ42에 여 보 인 효과를   
있  알  있었다. 이런 ATP  보 인 역  TBS 처리 후 
 (10분) 그리고 후  (60분) 단계에  모  찰 다 (그림 
8B, C). 다  농도 Aβ42 (200 nM)에  LTP가 가 
찰  것  탕  앞  인했  상돌  도에  효과를 
농도 Aβ42에 도 일어나는지 인해본 결과, 상했   
농도 Aβ42 처리에 해 도 매우 격 게 해마  상돌  
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도가 감소 는 것  인 고, 불어 ATP  보 인 역  
 재 인 다 (그림 8D-F). 이 결과를 통해  ATP  
인 효과  함께 Aβ42가 농도에 도 시냅스 를 
조   있  규명 다. 본 실험  포항공  훈 님 
연구실에  행 다. 
 
4. Aβ42에  시냅스 단 질들  감소에  ATP  회복 
효과를 해마 신경 포에  규명 
ATP가 Aβ42에 해  감소  LTP에 여 보 인 능  
다는 것  인  에 시냅스 가소  조 다고 
알 진 NMDA 용체 (45, 46)  뇌 특이  구조단 질 
(scaffolding protein)인 PSD-95  같  시냅스 단 질들  양이 
변 는지를 알아보고자 다. PSD-95 단 질  NMDA 
용체  닛인 NR2A  NR2B  상 작용 여 시냅스 
신 달과 가소  조 다고 알  있다 (47, 48). NMDA 
용체 2A (NR2A)  PSD-95  양  해마 신경 포 (21 DIV)에 
Aβ42 (2 μM)를 48시간동안 처리했   게 감소 는 
것  인 다 (그림 9A-C). 지만 NMDA 용체 1 
(NR1)  양  변 지 않았다. 그 다면 ATP가 Aβ42에 해 
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시냅스 단 질이 감소  신경 포를 보   있는지 알아보고자 
Aβ42를 처리  30분 이 에 ATP (10 μM)  처리 여 
인해 보았다. 그 결과 ATP를 Aβ42 처리  이 에 처리  
그룹에 는 Aβ42 처리시에 찰  NR2A  PSD-95 
단 질  감소가 보이지 않  인 다 (그림 9). ATP는 생체 
내에  가 분해 어 adenosine과 같  사산  만들어 내  
에 앞  인  ATP  효과가 ATP  효과인지 아니면 
ATP  사산 에  효과인지를 명 게 규명  해  
가 분해가 지 않는 상사  ATP (ATP analog)인 ATPγS를 
가지고 동일  실험  행 다. 실험결과, 해마 신경 포에 
ATPγS (20μM)를 Aβ42처리 30분 에 처리   ATP가 
보여주었  Aβ42에  NR2A  PSD-95 단 질  감소에 
 보 효과가 동일 게 찰  인 다 (그림 9E, F). 
라  이 결과를 토  ATP가 그것  사산 이 아닌 ATP 
자체  Aβ42에 해  감소  신경 포  시냅스 단 질에  
보  능  함  욱 실 게 증명   있었다.  
 
5. P2 purinergic 용체를 통 여 ATP가 Aβ42에  
시냅스 단 질들 감소에 여 보  능  나타냄  규명 
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포  ATP는 P2  purinergic 용체를 통 여 포 내 
신 달에 요  역  다 (49). P2 purinergic 용체는 
다시 이  P2X 리간드 개폐  이  채  (ligand-gated ion 
channel)과 사  P2Y G단 질 결합 용체 (G-protein coupled 
receptor)  나 어진다 (50, 51). 해마  신경 포는 P2X  P2Y 
purinergic 용체 모 를 다. PPADS는 택 이지는 
않 나 범 지도 않  P2 용체 항  P1 용체를 
억 지는 않는다 (52, 53). ATP가 Aβ42에 해 매개 는 
시냅스 단 질들  감소에  보  작이 purinergic 용체를 
통  신 달에 해 일어나는지 알아보고자 해마 신경 포에 
ATP를 처리  에 PPADS (50 μM)를 처리 다. 그 결과 
ATP가 Aβ42에 해 도  NR2A  PSD-95  같  시냅스 
단 질  감소를 보 라도 (그림 9A) PPADS를 처리 는 
조건에 는 ATP  NR2A  PSD-95 단 질에  보 인 
효과가 억 는 것  인 다 (그림 10A, lane 4). 이 결과를 
통해 ATP가 P2  purinergic 용체 신 달  통해  
Aβ42에 해 감소  시냅스 단 질들  보 함  좀  명 게 




















그림 6. Primary astrocyte  U373 포주에 Aβ42 처리 시 
분 는 ATP  
(A) Primary astrocyte 에 Aβ42 (2 는 4 μM)를 3 시간 
처리  후 분  ATP 를 했   4μM  Aβ42 처리 시 
게 ATP  분 량이 증가함  인  
(B)U373 포주에 Aβ42 (2 는 10 μM) 를 3 시간 동안 처리 
시 분 는 ATP  양이 증가함  인 양  양액에 
존재 는 포  분  ATP  luciferin-luciferase 
assay 를 통해 다. 3 번  독립 인 실험  분 함 

















그림 7.   primary rat hippocampal neuron 에  Aβ42에  
상돌 가시 도  감소에  ATP 효과 규명 
Primary rat hippocampal neurons (21 DIV) 에 Aβ42 (2μM, 
48시간)를 처리  30분 에 ATP (10 μM)를 처리 는 
미처리 다.  
(A) 상돌 가시를 찰  해 phalloidin Alexa-488 
(녹색)  이용 여 염색함 
(B) 그림 7(A)에  흰색  시  역   이미지 
(C) 상돌  분  내 상돌 가시  를 량   
**p<0.01 versus vehicle (control) group; #p<0.05 versus 











그림 8. 해마 편에  Aβ42에  LTP 에  ATP  효과 
규명 
(A) fEPSPs는 해마  CA1 부 에   
 Aβ42 (200 nM)는 TBS  도  LTP를 해 는 면 ATP 
(5 μM)  함께 처리시에는 Aβ42에  LTP 해를 보 함. 
각각  fEPSP slope (상) fEPSP 그래  (상)에  검 과 빨강색 
살  시  시간  LTP  평균 값  나타내는 trace ( ) 
회색막 는 TBS처리  20분 동안 aCSF (control) 는 시약 (A
β42, Aβ42+ATP, ATP)를 주입  시간  나타냄  
(B, C) TBS 처리 후 각각 10분 (B)과 60분 (C)  fEPSP 
. *p<0.01 or ***p< 0.001 versus control group; #p<0.05 
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versus Aβ42처리군  
(D) 농도 Aβ42 (200 nM)가 상돌 가시 도에 미 는 향 
인  
Primary rat hippocampal neurons (21 DIV)에 Aβ42를 48시간 
동안 처리  30분 에 ATP를 처리 는 미처리함 Phalloidin 
Alexa-488 (녹색)  상돌 가시 염색함  
(E) D에   시  지역   이미지. ***p <0.001 
versus vehicle (control) group; ###p<0.001 versus Aβ42 





그림 9. Primary hippocampal neurons에  Aβ42에 해 감소  
시냅스 단 질에  ATP 효과 인 
Primary hippocampal neurons (21 DIV)에 Aβ42를 48시간동안 
처리  30분 에 ATP를 처리 는 미처리함  
(A) Western blotting  통해  NR2A, PSD-95, NR1  양  
인함 β-actin  loading control  사용. 살  PSD-95를 
나타내고 별 는  특이 인 드를 나타냄  
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(B–D) NR2A (B), PSD-95 (C), 그리고 NR1 (D)  량  
Aβ42에 해 감소  NR2A  PSD-95  양이 ATP   처리에 
해 보 는 면 NR1  변  없  인 **p<0.01, 
***p<0.001 versus vehicle (Veh; control) group (n=6); 
#p<0.05, ##p<0.01 versus Aβ42 처리군 (n=6).  
(E)Aβ42에  시냅스 단 질 감소에  ATPγS (20 
μM)  효과 **p<0.01, ***p<0.001 versus vehicle (control) 











그림 10. Aβ42 에 해 감소 는 시냅스 단 질에  ATP  
효과가 P2 purinergic 용체를 통함  PPADS 를 이용 여 규명 
(A) Primary hippocampal neurons 에 Aβ42 (2 μM) 처리  
30 분 에 ATP 를 PPADS (50 μM ; P2 purinergic 용체  
항 )  함께 처리 거나 단독  처리함 Western Blot  
행 여 NR2A, PSD-95, NR1  양  인함. 살 는 PSD-
95  특이 인 드를 나타냄. Tubulin  loading control  
사용함 
(B, C) NR2A (B)  PSD-95 (C)  western blot 결과 부  
량  *p< 0.05 versus vehicle (Veh) group; #p<0.05 versus Aβ
42 처리군; &p<0.05 versus Aβ42  ATP를 함께 처리  군 
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Part 2. 소포체 스트 스가 베타 아 이드 구 
단 질  조 는  연구 
 
1. 포 내 칼슘 증가가 APP 단 질  사과 에 미 는 
효과 
A23187  잘 알 진 칼슘 ionophore  포 내 칼슘  
증가시키   목  실험에 리 사용 는 시약이다. 칼슘 
스트 스가 APP 사과 에 향  주는지 알아보고자 7w-PSML 
포에 A23187 (1μM)  12 시간동안 처리 다. 7w-PSML 
포는 야생  (wild type) APP  돌연변이  (mutant) 
presenilin-1 (M146L)  안   고 있는 Chinese 
hamster ovary (CHO) 포이다. 그러므  이 포는 APP  함께 
APP  사 산 인 Aβ40 과 Aβ42 를 찰 에 효과 인 
포이다. A23187  처리  7w-PSML 포는 APP 를 포함 여 
sAPPα, sAPPβ가 50% 이상 군과 여 감소  것  
인 다 (그림 11A, B). Aβ40 과 Aβ42  양도 
A23187 처리시 매우 크게 감소 는 것  찰 다 (그림 11C). 
게다가 낮  농도  A23187 (500 nM)과 시약 처리 후 짧  시간 
이내에 APP 가 매우 격히 감소함  인 다 (그림 11D). 
A23187  포 독  효과를 인  해 MTT 분  해본 
결과, A23187  포 생존 에 향  주지 않 며 앞  실험  
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조건 에 는 포 독  나타내지 않  인   있었다 
(그림 11E). 이는 A23187 에  APP  감소가 포 죽 에 
 결과는 아님  증명   있다. 그 다면 APP  감소가 
사단계에  조 는지를 알아보고자 A23187  처리  다  
real-time RT-PCR  행 여 APP  mRNA 양  인 다. 
그 결과 A23187  처리  그룹과 군 사이에 APP mRNA 
양  차이가 나이지 않  찰함 써 A23187 처리에  
포 내  칼슘증가는 APP  mRNA 가 아닌 단 질 양  
감소시킬  있  인 다. 이 결과는 APP 가 포 내 칼슘 
증가에 해  사 후 단계에  향조   시사 다.  
 
2. 소포체 스트 스  인  퀴틴- 아좀 경 를 통  
APP  분해 인 
APP mRNA 가 A23187 처리시에 변 지 않았  에 APP 
단 질 감소  원인이 아좀에  분해  결과인지를 
인해보  여 A23187 처리 30 분 에 아좀 해 인 
MG132 (10μM)  처리  다  APP 단 질  양  찰 다. 
그 결과, A23187 처리에 해 격히 어들었  APP 가 
MG132 가 처리  조건에 는 군과 사   APP 가 
감소 지 않았  인 다 (그림 12A). 이런 찰  좀  
명 히 인  해 MG132 보다 좀  특이  26S 
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아좀   해   있는 lactacystin (10μM)  
처리 여 APP  양  해보았다. Lactacystin  처리에 
해 도 마찬가지  A23187 처리시에 감소했  APP  양이 
보  인함 써 포 내 칼슘증가  인  소포체 
스트 스가 아좀  통  APP  분해를 야 함  알  
있었다. 포 내 칼슘증가  인  소포체 스트 스가 APP  
분해를 도 다는 것  증명   다른 실험  소포체 
스트 스를 생시킨다고 알 진 소포에 칼슘 펌  해 인 
thapsigargin 과 단 질 실  해 인 tunicamycin  
이용 다. 이 thapsigargin 과 tunicamycin 처리시 
A23187 처리시  동일 게 APP 가 감소 는 것  보았고 이런 
감소는 아좀  해시 회복  인 다 (그림 12B, C). 
A23187 과 thapsigargin  모  포 내 칼슘  증가시키고 그  
인해 소포체 스트 스를  에 포 내 증가  칼슘이 
APP  감소에 향  끼 는 지 인 고자 칼슘 킬 이 인 
BAPTA/AM  이용 다. 칼슘 킬 이  처리 시 ionophore 에 
 APP  감소에  보  효과를 인 고 (그림 12D), 이 
결과들  망가진 칼슘 항상  포함  소포체 스트 스가 




3. 소포체 스트 스에  APP 분해가 아좀 특이  
경 를 통함  인 
포 동  포에  토 지  퀴틴- 아좀 시스  
(UPS)  포 내 단 질 분해를  인 경  잘 알  
있다 (54). APP  분해가 소포체 스트 스 상황에  UPS 를 통  
것인지를 인  해  포 내 여러 가지 단 질 분해 경  
해 들  이용 다. 7w-PSML 포에 토 지 해 인 
3MA (3-methyladenine)  리소좀 능 해 인 bafilomycin 
A1 과 ammonium chloride (NH4Cl)를 처리  이후 30 분 
뒤에 A23187  처리  뒤 APP  양  인 해 보았다. 
미롭게도 칼슘 ionophre 에 해 야  APP  분해가 
직 아좀 해 인 MG132 처리 조건에 만 보  는 
것  찰 다 (그림 13). 
 
4. 칼슘 과부 에  APP  폴리 퀴틴  인 
UPS 를 통  APP  분해를 인 고 실  칼슘 ionophore 
처리 시 아좀  가 변 는지를 해보았다. 칼슘 
ionophore 처리시 군에 해  20% 가량 20S 아좀  
이 게 증가  인 다 (그림 14A). 
아좀  통  단 질  분해는 드시 분해  단 질  
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폴리 퀴틴  (poly-ubiquitination)가 동 어야  에 
APP 도 이런 규  르는지를 알아 보  해 CHO 포에 
HA 태그가 붙어있는 퀴틴  트 스펙  (transfection)  다  
아좀 해 인 MG132 를 ionophore 를 처리  30 분 에 
처리  뒤 ionophore 는 12 시간동안 처리 다. 이후 
면역침강법  인  결과, 아좀 해 를 사  처리  
조건에  폴리 퀴틴 가  APP 를 찰 다 (그림 14B). 
라  실  APP 가 칼슘 과부  인  소포체 스트 스  인해 
폴리 퀴틴  어 아좀  통해 분해  규명 다.   
 
4. 소포체 스트 스  인  APP 분해  소포체 연  단 분해 
과  (ER-associated degradation; ERAD)   인 
소포체 스트 스 상황 동안 포 내에  작동 는 주요  보 인 
는 보충  알 진 것  ‘ 히지 않  단 질 ’ 
(unfolded protein response, UPR)이다 (55, 56). UPR  소포체 
연과 단 분해 과  (ER-associated degradation; ERAD)과  
있는 단 질들  증가를 통해 ‘잘 못 힌 단 질’ (misfolded 
protein)  분해를 증가시키는 것  알  있다. 다  
소포체 스트 스가 ERAD    단 질들  양에 향  
주는지 인  결과 APP  USP25 (ubiquitin-specific protease 
25)는 ionophore 는 tunicamycin 처리시 감소  면에 HRD1 
43 
 
(human homolog of yeast Hrd1p/Der3p)과 BiP (binding 
immunoglobulin protein)  증가 다 (그림 15A). USP25 는 
탈 퀴틴 효소이고 HRD1  ERAD  E3 퀴틴 합 효소 
(E3 ubiquitin ligase)이다. 이  보고에  APP 는 HRD1  질 
 나임이 진  있다 (57). 라  탈 퀴틴 효소인 
USP25  APP 사이  상 작용  인해보  해  
면역침강법  이용  결과, APP 가 USP25  결합 는 것과 함께 
ionophore 처리 이후에  단 질 사이  결합이 감소  
인 다 (그림 15B).  USP25 가 과   조건에  
A23187 처리에  APP  감소가 회복 는 경향  
인 고 (그림 15C) 이 같  결과들  통해 소포체 스트 스  
인  ERAD  가 APP  분해를 야 고 USP25 는 
proteasome  통  APP  분해를 보   있  인 다.  
 
5. 소포체 스트 스 상황에  아좀  해는 소포체에  
APP  축  래함  인 
APP 는 소포체에  생  뒤 골지  이동  에 소포체 
스트 스를 도  상황에  APP 가 소포체에 축 는지를 
면역 포염색법  사용 여 인 다. 소포체를 찰  해  
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소포체 지 단 질인 calnexin  염색 다. A23187  처리  
CHO 포는 앞에  인  결과  동일 게 APP  염색강도가 
군과 했   감소해 있  인 고 lactacystin  
처리 여 아좀  해  조건에 는 A23187  
처리 게 면 clanexin 과 APP  염색 신 가 겹 는 강도가 
증가 는 것  인 다 (그림 16). 이 실험결과는 아좀 
해 인 lactacystin 에 해  소포체 스트 스  인  APP  
분해가 해 면  소포체에 APP 가 축  보여주고 있다. 
소포체는 포 내 Aβ 생 장소  역  고 있 므  이 
결과를 탕  소포체에  상 인 APP  축  Aβ 
생  원인이   있  시사 다.  
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그림 11. 포 내 칼슘증가가 APP 사과 에 미 는 향 인  
7w-PSML 포주에 A23187 (1 μM)  12시간동안 처리함  
(A) 체 단 질  얻  뒤 각각  항체를 이용 여 western 
blot  행 여 단 질  양  인함  
(B) Western blot 결과를 통  sAPPα (6E10 항체)  sAPPβ  
량   
(C) 시약 처리 후 양  양액  이용 여 ELISA  Aβ40과 A
β42  양  함 
(D) 7w-PSML 포주에 A23187 처리 시 다양  시간과 농도를 
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사용  뒤 western blot  통해 APP  양  인  
(E) 포  생존  (Cell viability)  MTT 분 법  통해 인
 결과 A23187 처리 시 포 생존 에는 향이 없  인함  
(F) 체 APP mRNA양  A23187 처리시 변  없  RT-PCR




그림 12. 소포체 스트 스가 APP  분해를 도함  인 
(A) 7w-PSML 포주에 A23187 (1 μM 12 h)  처리  30분 
에 10 μM MG132 (proteasome 해 )를 처리 는 
미처리 다. 시약 처리 후 체 단 질  얻어 western blot  
행 여 APP (22C11)  양  인함 아래 역  western blot 
이미지 쪽 역  이미지상  농도계를 이용 여 APP  양  
량  그래  
(B, C) MG132 (proteasome 해 )   처리가 소포체 스트
스에  APP  분해를 보 함 7w-PSML 포주에 
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thapsigargin (B) 는 tunicamycin (C)  12시간 동안 처리  
30분 에 MG132를 처리 고 시약 처리가 난 뒤 western blot 
 행 여 APP (22C11)  양  인함  
(D) 7w-PSML 포주에 A23187 (1 μM)  12시간 동안 처리
  시간 에 BAPTA/AM (5 μM)  처리 고 western blot  
이용 여 APP  양  인 BAPTA를 통해 포 내 칼슘  킬 이
했   APP  분해가 보  인 (N=4, ***P < 0.001 and 
















그림 13. APP 가 소포체 스트 스 상황에  APP 가 아좀에 
특이 인 경 를 통해  분해  인  
(A) 7w-PSML 포주에 A23187 (1 μM_12 h)  처리  
30 분 에 10 μM MG132 (proteasome 해 ), 1 mM 3MA 
( 포자식작용, autophagy, 해 ), 20 mM NH4Cl 는 10 nM 
Bafilomycin (Baf) (Lysosome 해 )를 처리함 Western blot  
행 여 APP  양  인함 β-actin  loading control  
사용함 
(B) Western blot 결과에  APP 단 질양  량  (N=4; *P < 
















그림 14. 포 내 칼슘 증가에  APP  퀴틴  인  
(A) CHO 포주에 A23187 (1 μM)  12 시간 동안 처리  후, 
20S proteasome activity kit (APT280; Millipore)를 사용 여 
proteasome activity 를 함 (N=4. *P < 0.05 versus 조군) 
(B) CHO 포주에 HA-tagged ubiquitin (Ub-HA)과 Flag-
tagged APP 를 co-transfection 고 24 시간이 지난 후, 
12 시간동안 A23187  처리  30 분 에 MG132 를 처리 
 미처리 다. 체 단 질  얻  후에 Flag 항체를 



















그림 15. 소포체 스트 스가 소포체 연  단 분해과  통해 
APP  안  조 함  규명 
(A) CHO 포주에 A23187 는 tunicamycin  12 시간 처리  
뒤 체 단 질  얻어  22C11 (APP), USP25, HRD1, BiP, β-
actin 항체를 이용 여 western blot  행함  
(B) CHO 포주에 A23187  12 시간동안 처리  30 분 에 
MG132 (proteasome  해 )를 처리 는 미처리함 시약 
처리 후 체 단 질  얻어  USP25 항체를 사용 여 
면역침강 고 22C11 (APP), USP25, HRD1, β-actin 항체를 
이용 여 western blot  행함  
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(C) CHO 포주에 USP25  transfection 거나 지 않  
조건에  A23187  12 시간 동안 처리  다  체 단 질  
얻  뒤 western blot  행 여 APP  양  량함 (N=2. *P 






그림 16. 소포체 스트 스 상황에  아좀 해 시 APP 가 
소포체에 축  인 
CHO 포주에 A23187  12 시간동안 처리  30 분 에 
lactacystin (proteasome  해 )  처리 는 미처리함 시약 
처리가 난 뒤 22C11 (APP)과 calnexin 항체  각각 APP  
소포체를 염색 고 Alexa 594  Alexa 488 이 결합  이차 





고     찰 
 
Part 1. 신경아  달 질인 ATP가 Aβ에  시냅스 
가소  변 에 미 는 향 연구 
본 연구는 신경아  달 질  나인 ATP가 Aβ에 해 
도  시냅스 가소  해에 는 역  행   있다는 
여러 요  증거를 공 다. 첫째 , Aβ42가 1차 양 
상 포  U373 포주에  ATP  분 를 증가시킴  
인 다. 째, ATP는 1차 양 해마 신경 포에  Aβ42  
인  상돌 가시 도  감소에  보 능  다. 째, 
ATP는 해마 편에  Aβ42에  LTP  붕 를 회복시킨다. 
째, ATP는 Aβ42  인  시냅스 단 질들  감소를 P2 
purinergic 용체를 통 여 회복시킨다. 이런 여러 가지 결과들  
Aβ42에 해 도  시냅스 가소  장애에 여 ATP가 보  
능 갖는다는 사실  뒷 침   있는 다양  증거들  
공 다. Aβ 독 과 연  신경 포  죽 과  이  
연구들  일  신경 포에만  연구 었다. 우리 
뇌  추신경계를 구 고 있는 가장 많  신경 포는 
상 포이다. 상 포는 원래 신경 포를 구조  
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지지 는 동 인 역 만이 알  있었지만 지난 10 간 여러 
연구들  통해  상 포가 시냅스 가소  포함  신경 포  
능에 능동 이고 직 인 역    있다는 다  견해들이 
보고 었다. 지만 추신경계에  상 포  요 에도 
불구 고 신경 포  상 포간  상 작용에  분자  
에  것  많이 알 지지 않았다. 상 포에  칼슘 
신 달  뇌에  상 포  신경 포 사이  상 통신에 있어 
요  역  행 다 (58). 신경 포  망가진 칼슘 항상  
알 이 병  드러진 특징  Aβ는 신경 포  포 내 
칼슘 항상  크게 망가 릴  있다. 몇몇 근  연구들에  
Aβ가 상 포  칼슘 신 달  상아  달 질  분 를 
변 시키는 것이 보고 었다. 2009  Kuchibhotla 그룹  Aβ 
라크를 포함 고 있는 APP/PS1 질  알 이 병 모델 
마우스  뇌  상 포에  칼슘 동이 찰  보고 다 
(59).  Aβ25-35를 처리  미 아 포  상 포에  
glutamate  ATP  분 가 증가 는 것  찰  보고도   
있다 (60). 그러므  Aβ42에 해 도  상 포  
ATP분 는 잘 못 변  상 포  칼슘 진동 일 가능 이 
있다 (그림 6). 본 연구에  인  Aβ42에 해 도  LTP  
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는 이  여러 연구들에  보고 었다 (61-63). 그래  본 
연구에 는 ATP가 Aβ42 처리 조건에   LTP를 보   
있는지를 인해보았고 그림 8에  보는 것처럼 Aβ42 처리에 
해 감소  LTP가 ATP  인해  회복 는 것  찰 다. 
상돌 가시   신경 포  시냅스 가소 과 LTP  매우 
게 어 있  에 상돌 가시  도에  
ATP  효과를 인해보고자 다. 지만 상 포를 양  
양액에는 ATP를 포함  glutamate, 조  면역  cytokine  
chemokine들과 같  매우 다양  질  포함 고 있  에 
상아  달 질인 ATP  신경 포에  독립 인 효과를 
연구 는 것  실험 인 에 어 움이 있다. 라  본 
연구에 는 glutamate  여러 면역  질들  포함  여러 가지 
상 포 부  래  다른 인자들  효과들  고  
ATP만  효과를 연구  해 1차 양 신경 포에 포 에  
합  ATP를 처리 는 법  사용 다. 이 같  법  
Aβ42에 해 감소  상돌 가시 도  게 ATP  
처리  회복 는 것  인 다. 라  이  같  결과들  
탕  Aβ42에 해 망가진 시냅스 가소 에  ATP  
보 인 능  규명   있다. NMDA 용체는 시냅스 가소 과 
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억에  능  조 는 주요 질  잘 알  있다. 
NMDA 용체는 각각  개  NR1과 NR2 닛  구  
heterotetramer 복합체  (64-66) 알 이 병  
병리생리 인 면에  요  역  다 (67). NR2A  
NR2B는 NMDA 용체 닛  주  이다. 시냅스 후 구조 
단 질인 PSD-95는 PSD-95/discs large/zona occludens-
1이라는 도 인  통해  NMDA 용체  닛  나인 
NR2A  결합 다고 알  있  에 (68) NR2A  PSD-
95  변 는 사  태  찰  것  상 다. 상  
것처럼 Aβ42 처리시 동시에 감소  NR2A  PSD-95는 ATP에 
해  다시  회복 는 것  인 다 (그림 9). 본 연구에 는 
시냅스 신 달에 요  시냅스 소낭 당단 질인 synaptophysin 
 Aβ42에 해  감소 었다가 ATP에 해  보 는 
결과를 1차 양 해마 신경 포에  찰 다. 포  ATP는 
P2 purinergic 용체  결합  통해  다양  포 내 과 들  
조   있는 신  작용 다 (69). P2 purinergic 용체는 
7개  리간드 개폐  이  채 인 P2X 용체 닛 (P2X1-7) 
(70)과 8개  사  G단 질 결합 용체인 P2Y 용체 
(P2Y1,2,4,6,11,12,13,14)  구 어있다 (36). P2X 용체 닛  
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신경 포뿐만 아니라 신경 포 지 루 다 (70, 71). P2X 
용체는 ATP에  른 시냅스  매개 는 면에 P2Y 
용체는 신경 포  막  느린 변 를 가 다 (69, 72-
74). 1차 양 해마 신경 포에 PPADS를 처리했  , ATP는 
Aβ42에  시냅스 단 질들  감소를 보 지 못 다 (그림 
10). 이 결과는 신경 포에  ATP  보 능이 P2 용체를 
통해 일어나는 것임  시사 다. In vitro상에  PPADS는 
heteromeric P2X2/3 과 P2X1/5 용체뿐만 아니라 homomeric 
P2X1, P2X2, P2X3, P2X5, P2Y1 용체에  해효과를 
나타낸다. 지만 PPADS는 homomeric P2X4, P2X6, P2X7, 
P2Y2, P2Y4, P2Y6, or P2Y11 용체에 해 는 해 지 
못 다는 것이 보고 었다 (51). 라  이후 후속 연구에 는 
ATP  보 인 신 달에 여 는 P2 용체   
아 에 해  분명 게 힐 요가 있  시사 다. 포  
ATP는 에 ectonucleotidase에 해  ADP 는 AMP  
변 고 AMP는 adenosine  가 분해 다 (75). Adenosine  
추신경계에  P1 purinergic 용체를 통해 포   
조 는 신 달 질  알  있다 (76, 77). Adenosine  
효과를  여 본 연구에 는 가 분해 지 않는 ATP 
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analog인 ATPγS를 사용 다. 그 결과 ATP처리시 찰  
결과  동일 게 Aβ42 처리  인해 감소했  시냅스 단 질들이 
ATPγS에 해  보 는 것  인 고 (그림 9E,F) 본 
연구에  사용  PPADS는 P2 용체는 해 지만 adenosine이 
결합 는 P1 용체는 해 지 않는다는 보고 (52)를 탕  
ATP  사산  효과가 아닌 ATP 자체  보  능임  
규명 다.  이런 결과들  근거  후속 연구에 는 알 이 병 
동  마우스에 ATP  다양  아 에 특이 인 작용 질 
(agonist)  항  (antagonist)들  주입 는 in vivo 실험  
계획   있고 마우스  행동실험  롯 여 여러 가지 실험들  
통해 시냅스 능  인 다면 in vitro에  규명  결과를 욱 
강 게 뒷 침 해   있  것  는 이다.  
본 연구  종합  결과들  상 포 부  분  ATP는 
신경 포  P2 purinergic 용체를  시킴 써 시냅스 
가소  조 다는 것  안 다. 게다가 이러  ATP가 
주요 게 NR2A  PSD-95 단 질  양, 해마  상돌 가시  
도, LTP를 조   있  다. 라  본 연구에  규명  
상 포에  래  ATP  신경 포  시냅스 가소  사이  
결   탕  상아  달 질  분 를 조 는 
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질과 이 알 이 병  새 운 료 이   있다고 
생각 는 이다.  
Part 1  연구 결과는 Journal of neuroscience, February 29, 
32(9):3081–3087 (2012)에 논    있다.  
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Part 2. 소포체 스트 스가 베타 아 이드 구 단 질  
조 는  연구 
본 연구에 는 소포체 스트 스에 해 도  APP  사과 이 
퀴틴- 아좀 시스 에 해 일어남  규명 다. 
그림11에  본 것과 같이 칼슘 ionophore 처리 시 APP  APP  
사 질인 souble APP들 그리고 Aβ 지 격히 감소 는 것  
인 고 이러  감소가 아좀 해 인 MG132에 해  
회복 는 것  알아내었다. 일   APP 단 질  
(maturated APP) Aβ 생  증가시킨다고 알  있다 (78). 
게다가 몇몇 연구들  Aβ가 후 골지망 뿐만 아니라 소포체에 도 
생 이 다고 보고   있다 (31, 79). 상 인 APP  
사과  Aβ  생  증가시킬  있다. 그러므  APP 
사과  조 는 연구는 요 다고   있다. 소포체는 
칼슘 항상  조 에 있어 요  역  행 는 포 내 
 칼슘 항상  불균  일  소포체 스트 스  
어있다. 본 연구에 는 소포체 스트 스에 해 APP가 
격 게 분해 는 것  찰했  뿐만 아니라 이런 상이 
일어나는 에 해 도 규명 다. 칼슘 ionophore  인  
APP  감소가 벽 게 아좀 해 에 해 보 는 것  
인함 써 소포체 스트 스에  APP  분해가 UPS  
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 이 있  상 다. 그러나 UPS는 포 내 단 질 
분해를 담당 는 일   아니다. 토 지는  다른 포 
내 단 질 분해를 조 는 주요  경  알  있다 (80). 
라  본 연구에 는 UPS 이외  다른 포 내 단 질 
분해경 를 통  APP  감소 가능 에  실험  행  해 
토 지  리소좀 능 해 를 처리  뒤 A23187에  
APP  감소를 해본 결과 직 아좀 해 만이 
회복효과가 있  인 다 (그림 13). 이 결과는 소포체 
스트 스에  APP  분해가 UPS  특이 인 역 임  
안 다. 아좀  통  분해 경  달리 토 지는 주  
래  단 질과 포질내  다른 질들  거에 여 다 (81, 
82).  토 지는 량 분해에 여 는 일  양이 
결  조건에   는 포 내  알  있다 (80). 
그에 해 UPS는 부분 짧게 존재 는 단 질들   특이 인 
분해 시스 이다 (20). 본 연구에 는 APP가 A23187처리 1시간 
이후, 즉 매우 이른 시 에 부  격히 분해 는 것  찰 다 
(그림 11D). 칼슘 ionophore인 A23187  포 내 칼슘 증가를 
 목  매우 리 사용  시약이나 몇몇 연구에 는 
A23187 처리 시 포사멸  도 다고 보고   있  에 
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(83, 84) 본 연구에 는 포사멸에  APP  분해 가능  
인  해 coomassie blue 염색과 포 생존도 실험  행  
결과 체 단 질  양에는 군과 A23187 처리 군 간  차이가 
없  인 고 포 생존도도 사  결과를 얻   있었다. 
라  이 결과는 A23187처리 시 감소  APP가 UPS를 통  
분해  결과임  보충   있다. 칼슘 ionophore 뿐만 아니라 
tunicamycin 는 thapsigargin과 같  질들  소포체 
스트 스를 도   있다고 알  있다. A23187 처리시 
인했  결과  동일 게 tunicamycin과 thapsigargin 처리에 
해 도 APP가 감소 고 감소  APP는 아좀 해 에 
해  회복 는 것  인 다 (그림 12B,C).  A23187과 
tunicamycin 처리 시 ERAD  단 질들이 조  는 것  
찰함 써 본 연구에 는 APP  감소가 단지 칼슘 항상  
불균 에  결과가 아니라 소포체 스트 스  인  것임  
상   있었다. 근 APP가 ERAD  단 질인 E3 
합효소인 HRD1과 탈 퀴틴  효소인 USP25  질이라는 
보고가   있다 (57, 85). 본 연구  결과에  소포체 
스트 스를 도했   USP25는 감소  면 HRD1과 BiP  
증가  것  인 다. 라  소포체 스트 스 상황에  
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탈 퀴틴  능  가진 USP25  감소  퀴틴 E3 
합효소인 HRD1  증가는  APP  퀴틴 를 
증가시키는데 있어 시 지 효과를 공함 써 격  APP  
분해를 야 했  것  생각 다.  는 가벼운 소포체 
스트 스는 포  생존과  해 일  소포체에 
존재 는 샤페  (chaperone)과 ERAD  구  단 질  
 도 는 면 지속 이고 과도  소포체 스트 스는 
포사멸 는 포  능 를 래 는 것  알  있다 
(86, 87).  
칼슘 항상  불균 과 같  소포체 스트 스는 단 질 힘  
해 고 결과  잘 못 힌 는 히지 않  단 질  
소포체에  축  야 함 써 UPR   시킨다. 이 게 
  UPR  포에 해 운 잘 못 힌 단 질들  증가를 
차단 다는 것이 알  있다 (88, 89). 알 이 병  잘 못 
히거나 집  단 질들이 특징  견 며 병  진행에 
 APP는 소포체 내에  잘 못 힐 가능 이 높고 ERAD  
타겟이   있다 (90). 본 연구에 는 소포체 스트 스가 
아좀   증가시키는 것  인 다 (그림 14A). 
 아좀  ERAD를 통  잘 못 힌 APP 단 질  
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분해  여  것  상 다. 아좀  상 는  
소포체 스트 스 상황에  포를 보 지만 알 이 병에 는 
그 능이 망가 있 이 보고 었다 (24). 알 이 병에  Aβ  
축  만 인 소포체 스트 스를 도 다 (91, 92). 본 
연구에  아좀 해 를 처리  상태에  A23187  
처리   APP가 소포체 지 단 질인 calnexin과 동일  
에  염색 는 것  인함 써 아좀 능이   
상태에  소포체 스트 스가 생 면 APP가 상  
소포체에 축  알  있었다 (그림 16). BACE1  에 
소포체에  합 고 일부 BACE1에  단이 계속 소포체에  
생 다고 보고   있 며 감마 시크리 아 는 소포체에  
드러지게 존재 는 것이 알  있다 (93, 94). 라  본 연구를 
통해  아좀  능 에  소포체에  상 인 
APP  축 이 지속 인 소포체 스트 스  같  알 이 병  
생리  경에  포 내 Aβ 생  증가 시킬  있  것  
생각 다.  
본 연구  종합  결과들   소포체 스트 스는 ERAD 연  
단 질과 샤페   도 여 잘못 히거나 히지 않  
APP 단 질  거를 해 퀴틴- 아좀 경 를 이용 여 
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APP를 른 시간 내에 분해함 써 종  Aβ 생  
  있  안 고 있다. 결  본 연구는  는 
만  소포체 스트 스에  APP 사과  연구  요  
공  뿐만 아니라 아좀이 알 이 병  료를  
요  이   있  시사 고 있다.  




결      
 
알 이 병  칼슘 항상  불균 과 같  다양  스트 스 
상황  롯 여 뇌 속에 존재 는 신경 포  상 포간  
 트워크 등   인 여 병 는 병  진행  
가속    있는 매우 복잡  병인  갖고 있다. 본 
연구에 는 알 이 병  원인 단 질  알 진 Aβ에 해  
상 포 부  분 는 상아  달 질인 ATP가 증가 는 
것  찰 다. 이 게 분  ATP는 Aβ에 해  해  
LTP를 롯 여 시냅스 가소 과  이 있는 시냅스 
단 질과 신경 포  상돌 가시 도  감소에 해  보  
효과를 나타냄  인 다.  Aβ  구 단 질인 APP가 
Aβ에 해  야    있는 소포체 스트 스 상황에  UPS에 
특이  분해  찰 다. 이러  결과를 통해 Aβ에 
해  야    있는 포 내 스트 스 상황에  신경 포  
상 포 사이  트워크  APP 사과 이 료  요  
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Activated microglia and reactive astrocytes are commonly 
found in and around the senile plaque, which is the central 
pathological hallmark of Alzheimer’s disease. Astrocytes 
respond to neuronal activity through the release of 
gliotransmitters such as glutamate, D-serine, and ATP. 
However, it is largely unknown whether and how 
gliotransmitters affect neuronal functions. In this study, we 
explored the effect of a gliotransmitter, ATP, on neurons 
damaged by Aβ. We found that Aβ42 increased the release of 
ATP in cultures of primary astrocytes and U373 astrocyte cell 
line. We also found that exogenous ATP protected Aβ42-
mediated reduction in synaptic molecules, such as NMDA 
receptor 2A and PSD-95, through P2 purinergic receptors and 
prevented Aβ42-induced spine reduction and impairment of 
long-term potentiation. Our findings suggest that Aβ-induced 
release of gliotransmitter ATP plays a protective role against 
85 
 
Aβ42-mediated disruption of synaptic plasticity. In addition, 
we found that APP is rapidly degraded by ubiquitin-proteasome 
system (UPS) in CHO cell lines in response to ER stress, such 
as calcium dyshomeostasis. It is known that Aβ42 can induce 
calcium dyshomeostasis. Increased intracellular calcium by 
A23187 induces polyubiquitination of APP, causing degradation 
of APP. A23187-induced reduction of APP prevented by only 
poteasome inhibitor MG132. Also, we observed that APP was 
accumulated in the ER by MG132. Impaired proteasome activity 
have been reported in Alzheimer’s disease. Taken together, 
these results suggest that astrocyte can protects neuron 
through gliostransmitter, ATP and proteasome may prevents 
accumulation of misfolded APP through rapid degradation under 
pathological stress such as Aβ or calcium dyshomeostasis. 
Threfore, regulation of astrocyte-neuron interaction and 
proteasome activity under phathological stress such as Aβ and 
calcium dyshomeostasis may provide therapeutic targets for 
treating AD. 
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